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(57) Abstract: The invention relates to an in vitro diagnostic method for diagnosing a benign pathology of the prostate or an ade- 
nocarcinoma of the prostate characterized by comprising a step for detecting the activatable free form of PSA in a biological sample 
from a patient suspected of having developed a benign pathology of the prostate or an adenocarcinoma of the prostate. This diag- 
nostic method can be carried out by the following steps consisting of: i) bringing a binding partner capable of specifically binding to 
the activatable free PSA in contact with a biological sample from a patient suspected of having developed a benign pathology of the 
prostate or an adenocarcinoma of the prostate; ii) detecting the capture of the activatable free form of PSA by said binding partner; 
iii) calculating the ratio between the quantity of the activatable free form of PSA detected in step ii) and the quantity of a form of 
PSA other than the activatable free form present in a sample of the same type taken from the same subject, and; iv) determining if 
the patients are affected by an adenocarcinoma of the prostate or by a benign pathology of the prostate by comparing the value of 
the ratio determined in step iii) with a predetermined threshold value selected according to the type of ratio used and representative 
of the detection limit of each pathology. 

(57) Abrege : La presente invention a pour objet un procede de diagnostic in vitro d'une pathologie benigne de la prostate ou d'un 
adenocarcinome de la prostate, caracterise en ce qu'il comprend l'etape de detection, dans un echantillon biologique issu d'un patient 
suspecte d'etre atteint d'une pathologie benigne de la prostate ou d'un adenocarcinome de la prostate, de la forme libre de PSA 
activable. Ce procede de diagnostic peut etre mis en oeuvre par les etapes consistant a : i) mettre en contact un partenaire de liaison 
capable de se lier specifiquement au PSA libre activable avec un echantillon biologique issu d'un patient suspecte d'etre atteint d'une 
pathologie benigne de la prostate ou d'un adenocarcinome de la prostate, ii) mettre en evidence la capture de la forme libre activable 
du PSA par ledit partenaire de liaison, iii) calculer le rapport entre la quantite de forme libre activable de PSA detectee dans l'etape 
ii) et la quantite d'une forme de PSA autre que la forme libre activable, presente dans un echantillon de meme nature preleve chez 
le meme sujet, et iv) determiner si les patients sont affectes par un adenocarcinome de la prostate ou par une pathologie benigne de 
la prostate en comparant la valeur du rapport determine dans l'etape iii) a une valeur-seuil predeterminee, choisie selon le type de 
rapport utilise et representative de la limite de detection de chaque pathologie. 
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Procede de detection de la forme libre activable du PSA et son utilisation pour le 
diagnostic des pathologies benignes de la prostate et de radenocarcinome de la 
prostate 

La presents invention concerne le diagnostic des adenocarcinomes de la prostate. 
5 En particulier, V invention a pour objet un procede de diagnostic d'une pathologie benigne de la 
prostate ou d'un adenocarcinome de la prostate chez un patient soupc^onne d'etre atteint de 
telles pathologies par utilisation de partenaires de liaison capables db reconnaitre Tantigene 
specifique de la prostate (ou PSA, pour Prostate Specific Antigen) specifiquement sous sa 
forme libre activable. 

10 Le PSA est produit par l'epith^lium glandulaire de la prostate humaine, 

probablement sous une forme zymogene inactive (Lundwall et al. FEBS Lett 1987), et est 
secr&e dans le liquide seminal sous sa forme active (Lilja, L Clin Invest 1985). L'activite 
biologique du PSA dans le liquide seminal est liee a sa fragmentation proteolytique limitee des 
proteines predominant^ secretees par ies vesicules seminales (Lilja, J. Clin Invest 1985 ; Lilja 

15 et al J. Clin Invest 1987 ; Mc Gee et al Biol, reprod. 1988). 

Le PSA est le principal marqueur du cancer de la prostate qui affectera, au cours 
de sa vie, un homme sur six en Occident Cette protease de la famille des kallikreines, 
principalement secretee par Fepithelium prostatique, est retrouvee a une concentration de 0,5 a 
5 mg/ml dans le liquide seminal et a une concentration un million de fois moindie dans le serum 

20 d'un patient Ainsi, le PSA est trouve normalement a une concentration inferieure a 2,5 ng/ml 
dans le serum. Cependant, cette concentration augmente en principe notablement lors dun 
cancer de la prostate et lors d'alterations benignes telles que lTiypertrophie de la prostate 
benigne (BPH) ou la prostatite aigue. 

La sequence proteique du PSA a ete deterrninee. II s^agit dune glycoproteine 

25 comportant 237 acides amines ("Molecular cloning of human prostate specific antigen cDNA". 
LundwaU A., Lilja H., 1987. FEBS Lett 214 : 317-322). 

H a ete propose une methode de diagnostic consistent a mesurer la concentration 
en PSA serique et a la comparer a une valeur-seuil qui est de 4 ng/ml. Toutefois, on a constate 
que cette methode de diagnostic conduit a suspecter a tort trois patients sur quatre, ce qui est 
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prejudiciable. De plus, cette methode ne permet pas de diagnostiquer 30 a 45% des cas de 
cancers confines a la glaiide, ce qui constitue pourtant un stade precoce de la maladie 
potentiellement curable dont le diagnostic serait done particulierement souhaitable. Le caractere 
peu satisfaisant de cette metliode est d'ailleurs demontre par l'etude rapportee dans l'article 
5 "Prostate Cancer Detection in Men With Serum PSA Concentrations of 2.6 to 40 ng/ml and 
Benign Prostate Examination", Catalona etaU JAMA, 14 Mai 1997 - Vol. 277, No. 18, qui 
montre que la valeur-seuil doit etre inferieure a 4 ng/ml pour depister precocement un cancer de 
la prostate. 

Par ailleurs, il a et6 montre que dans le serum, le PSA s'associait a des inhibiteurs 

10 de protease, tels que 1' a- 1 - antichymotiypsine (ACT), et l'a-2 macroglobuline (A2M). Ces 
associations entrainent reactivation de l'activite chymotrypsique du PSA, comme cela a ete 
demontre dans Particle 'Enzymatic activity of prostate specific antigen and its reactions with 
ultracellular serine proteinase inhibitors" A. Christensson, C.B. Laurell, H. Lilja, 1990 Eur. J. 
Biochem 194 : 755-763. Ceci a egalement permis de mettre en evidence que le PSA present 

15 dans le serum etait soit sous forme libre, e'est-a-dire non associe, soit sous forme complexee, 
c 5 est-a-dire associe. L'usage du ratio PSA libre sur PSA total a alors ete propose afin 
d'ameliorer la specificite du diagnostic. 

Ainsi, la demande de brevet W097/12245 decrit une methode permettant de 
diagnostiquer un adenocarcinome de la prostate sans biopsie. Cette methode consiste a 

20 mesurer, dans le serum ou dans le sang des patients, la quantite totale de PSA. Si cette valeur 
est comprise entre 2,5 et 20 ng/ml, on mesure egalement la concentration de PSA libre. On 
calcule ensuite le ratio PSA libre sur PSA total. Si ce ratio est inferieur a 7%, le diagnostic 
s'oriente vers un adenocarcinome de la prostate. 

Toutefois, rutilisation dun seuil a 7%, pour le diagnostic dun cancer de la prostate, 

25 est controversee par de nombreux auteurs, comme le montre la publication de Lein et ah 
"Relation of free PSA/total PSA in serum for differentiating between patients with prostatic 
cancer and benign prostate hyperplasia : which cutoff should be used ?". Dans ce document 
publie dans la revue Cancer Investigation, 16(1), 45-49, 1998, il a ete demontre qu'il est 
difficile, par le biais de ce ratio, de differencier systematiquement un cancer de la prostate d'une 
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BPH. 

Pour ces raisons, la demanderesse s'est interessee, dans la demande de brevet 
WO00/02052, a la presence dans le serum de formes clivees du PSA parmi les formes libres 
du PSA. Les formes moleculaires de PSA serique de patients atteints de cancer ou de BPH ont 
5 ete cartographies par electrophorese bidimensionnelle, associee a une detection par 
chimioluminescence, afin d'observer l'ensemble des formes de PSA c'est-a-dire les formes 
libres, dont les formes clivees, et les formes complexees. 

Les profils d'electrophorese de serums de sujets atteints d'adenocarcinome de la 
prostate sont relativement homogenes, presentant essentiellement les formes libres non clivees 
10 du PSA, tandis que ceux de sujets atteints de BPH peuvent comporter une proportion 
relativement importante de formes libres clivees et des spots legerement plus basiques sans 
forme clivee. Laugmentation du ratio PSA libre serique sur PSA total serique observee chez les 
patients atteints de BPH serait done essentiellement liee a l'existence de PSA libre clive, qui 
pourrait etre enzymatiquement inactif et done incapable de se lier a TACT, ainsi qu'a la presence 
15 d'une forme de PSA libre legerement plus basique que la forme PSA libre active, qui pourrait 
correspondre a la forme zymogene, inactive, du PSA. 

En fonction de ces observations, la demanderesse a decrit des methodes de 
diagnostic d'adenocarcinome de la prostate comprenant la quantification, apres separation par 
electrophorese bidimensionnelle, du PSA libre clive et/ou non clive et l\itilisation de ces valeurs 
20 afin d'etablir un diagnostic. 

Toutefois, meme si ces methodes ont permis d'ameliorer le diagnostic, elles 
requierent la mise en oeuvre d'electrophorese bidimensionnelle. Elles sont par consequent assez 
couteuses et necessitent beaucoup de temps de manipulation. 

Pour eviter ces manipulations, il a ete decrit dans la demande de brevet 
25 WO01/77180 de nouveaux anticorps diriges specifiquement contre le PSA libre inactif, ainsi 
que leur utilisation dans un procede de diagnostic de pathologie benigne de la prostate ou de 
Tadenocarcinome de la prostate. 

La Demanderesse a maintenant decouvert qu'il existait dans les echantillons 
biologiques de patient, parmi les formes libres du PSA, une nouvelle forme de PSA qui n'est 
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pas la forme zymogene (ProPSA) mais est aussi activable, c'est-a-dire qui a potentiellement la 
capacite de reagir avec les inhibiteurs de protease, et que Tuffisation de la detection d'une telle 
forme libre de PSA activable pertnettait un diagnostic differentiel entre des sujets alteints de 
pathologies benignes de la prostate et des sujets atteints d'adenocarcinome de la prostate avec 
5 une excellente specificite et sensibilite. 

Ainsi la presente invention a pour objet un procede de diagnostic in vitro d'une 
pathologie benigne de la prostate ou d'un adenocarcinome de la prostate, caracterise en ce qu'il 
comprend l'etape de detection, dans un echantillon biologique issu d'un patient suspecte d'etre 
atteint d'une pathologie benigne de la prostate ou d'un adenocarcinome de la prostate, de la 

10 forme libra activable du PSA. 

Les differentes formes du PSA, presentes dans les fluides biologiques tels que le 
liquide seminal ou le serum d'un patient, ont souvent eu des denominations differentes suivant les 
auteurs. Tous s'accordent a consider que le PSA total se trouvent sous deux formes que sont 
la forme libre (PSA libre) et la forme complexee avec des inhibiteurs <fe protease tels que 

15 l'ACT (PSA complexe). Le PSA libre peut egalement etre denomme suivant sa taille : lors de 
sa production sous forme de ProPSA, il possede des acides amines supplementaires (7 ou 5 ou 
4 ou 2). On parle alors de PSA zymogfene ou de ProPSA-7, ProPSA-5, etc. Ce proPSA, 
apres maturation et done perte de ses acides amines supplementaires, peut se retrouver soit 
sous forme intacte, soit sous forme partielle. Dans ce dernier cas, on parle de PSA tronque ou 

20 clive. Le PSA libre sous forme intacte peut egalement etre denature (glycosyle ou deglycosyle); 
on parle alors de forme denaturee. Ainsi, les formes de PSA libres comprennent le PSA 
zymogene, le PSA intact, d6natur6 ou non, et le PSA clive. 

On parle aussi, pour ces differentes formes libres ou complexees de PSA, de 
formes actives et de formes inactives. Par forme active, on entend les formes etant capables de 

25 se tier aux inhibiteurs de protease, tels que l'ACT. Par forme inactive, on entend les formes 
incapables d'une telle capacite de liaison. On sait que le PSA complexe est inactif puisqu'il s'est 
deja lie aun inhibiteur. De merne, le PSA libre clive et le PSA libre denature sont inactifs car ils 
ne possedent plus la capacite de se tier aux inhibiteurs. Enfin, les formes du PSA zymogene sont 
inactives. Les autres formes libres de PSA sont done actives. Alors que dans le liquide seminal 
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ou dans des surnageants de la lignee cellulaire LnCaP ces formes actives sont presentes, il est 
couramment admis que ces formes actives n' existent pas dans le serum car complexees aux 
inhibiteurs de protease. 

La Demanderesse a maintenant mis en evidence, contre toute attente, que parmi 
5 ces formes libres existait, dans les echantillons biologiques des patients, une forme libre 
activable, c'est-a-dire ayant encore la capacite de se lier aux inhibiteurs de protease dans le 
serum, cette liaison pouvant etre mise en oeuvre apres activation de ladite forme libre activable. 
Elle a egalement mis en evidence que Futilisation du dosage d'une telle forme de PSA libre 
activable permettait le diagnostic de patients atteints de l 9 adenocarcinome de la prostate ou 
10 d'une BPH. 

Sans vouloir etre lie a une theoiie, la Demanderesse pense que cette forme libre 
activable de PSA serait, apres activation, equivalents a la forme de PSA qui se complexe a 
1' ACT, Cette forme libre activable serait une forme de PSA « fermee », emprisonnant le site de 
fixation a 1' ACT, son activation permettant de transformer la forme « fermee » en forme 
15 « ouverte » et liberer ainsi le site de fixation. 

Le precede de diagnostic de 1' invention peut etre mis en oeuvre soit en utilisant un 
partenaire de liaison capable de se lier specifiquement au PSA libre activable, soit un partenaire 
de liaison capable de se lier au PSA libre activable de maniere non specifique. 

Ainsi, selon un premier mode de realisation, 1' invention conceme un precede de 
20 diagnostic in vitro d'une pathologie benigne de la prostate ou d'un adenocarcinome de la 
prostate, caracterise en ce qu'il comprend les etapes consistant a : 

i) mettre en contact un partenaire de liaison capable de se lier specifiquement au PSA 
libre activable avec un echantillon biologique issu d'un patient suspecte d'etre atteint d'une 
pathologie benigne de la prostate ou d'un adenocarcinome de la prostate, 
25 ii) mettre en evidence la capture de la forme libre activable du PSA par ledit partenaire 

de liaison, 

iff) calculer le rapport entre la quantite de forme libre activable de PSA detectee dans 
l'etape ii) et la quantite d'une forme de PSA autre que la forme libre activable, presente dans un 
echantillon de meme nature pieleve chez le meme sujet, et 



WO 2005/085292 



-6- 



PCT/FR2005/050132 



iv) determiner si les patients sont affectes par un adenocarcinome de la prostate ou 
par une pathologie benigne de la prostate en cornparant la valeur du rapport determine dans 
l'etape iii) a une valeur- seuil predeterminee, choisie selon le type de rapport utilise et 
representative de la limite de detection de chaque pathologie. 

5 La Demanderesse a decouvert que, de fa§on inattendue, parmi les partenaires de 

liaison appropries aux fins de Finvention, ceux reconnaissant F epitope mime par la sequence 
SEQ ID N°l (DTPYPWGWLLDEGYD) etaient capables effectivement de se lier 
specifiquement dans le serum a cette fomie libre activable de PSA sans se lier ni au PSA libre 
denature ou clive, ri au ProPSA, et que l'utilisation de cette propriete particuliere permettait 

10 d'obtenir un procede de diagnostic des pathologies li£es a la prostate tr&s sensible et tres 
specifique. 

Les echantillons biologiques dans lesquels le procede de Finvention est iris en 
ceuvre sont tout echantillon biologique susceptible de contenir du PSA. A titre d'exemple de tels 
echantillons, on peut titer le liquide seminal, le sang, le serum, le plasma et les urines, le serum et 
15 le plasma etant particulierement preferes. 

Les partenaires de liaison capables de se lier specifiquement au PSA libre activable 
appropries aux fins de F invention comprennent par exemple les anticorps, les fragments 
d'anticorps et les mimotopes, ainsi que tout autre partenaire connu de Fhomme du metier pour 
avoir cette capacite. 

20 Par fragments d'anticorps, on entend en general dans la presente demande, tout 

fragment d'anticorps ayant conserve la specificite de Tanticorps dorigine, dans le cas present la 
capacite de se lier specifiquement au PSA libre activable, et en particulier des fragments de type 
Fab et F(ab') 2 . Dans la presente demande, le mot "anticorps" designe par la suite egalement des 
fragments d'anticorps lorsque le sens le permet. 

25 Les anticorps utiles au sens de F invention comprennent notamment les anticorps 

polyclonaux purifies et les anticorps monoclonaux. 

La preparation des anticorps polyclonaux et des anticorps monoclonaux est 
largement connue de Fhomme du metier et le principe de cette preparation est rappelee ci- 
apres. 
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Les antic oips polyclonaux peuvent etre obtenus par immunisation d'un animal avec 
au moins un antigene cible d'interet, suivie de la recuperation des anticorps recherches sous 
forme purifiee, par prelevement du serum dudit animal, et separation desdits anticorps des 
autres constituants du serum, notamment par chromatographie d'affinite sur une colonne sur 
5 laquelle est fixe un antigene specifiquement reconnu par les anticorps, notamment un antigene 
cible d'interSt 

Les anticorps monoclonaux peuvent Stre obtenus par k technique des hybridomes 
dont le principe general est rappele ci-apres. 

Dans un premier temps, on immunise un animal, generalement une souris, (ou des 
10 cellules en culture dans le cadre ^immunisations in vitro) avec un antigene cible d'interet, dont 
les lymphocytes B sont alors capables de produire des anticorps contre ledit antigene. Ces 
lymphocytes producteurs d'anticorps sont ensuite fusionnes avec des cellules myelomateuses 
"immortelles" (murines dans Texemple) pour donner lieu a des hybridomes. A partir du melange 
heterogene des cellules ainsi obtenu, on effectue alors une selection des cellules capables de 
15 produire un anticorps particulier et de se multiplier indefiniment Chaque hybridome est multiplie 
sous la forme de clone, chacun conduisant a la production d'un anticorps monoclonal dont les 
proprietes de reconnaissance vis-a-vis de F antigene tumoral d'interet pourront etre testees par 
exemple en BLISA, par immunotransfert en une ou deux dimensions, en immunofluorescence, 
ou a l'aide d'un biocapteur. Les anticorps monoclonaux ainsi selectionnes, sont par la suite 
20 purifies notamment selon la technique de chromatographie d'affinite decrite ci-dessus. 

Par mimotopes, on entend tout peptide synthetique ou recombinant capable de 
mimer une conformation interagissant specifiquement avec le dit epitope. 

Selon un mode de realisation prefere, le partenaire de liaison capable de se her 
specifiquement au PSA libre activable remplit au moins Tune des conditions suivantes : 
25 - il est capable de reconnaitre 1' epitope mime par la sequence SEQ ID N° 1. 

- c'est un anticorps ou un fragment d'anticorps. 

La sequence SEQ ID N°l reconnue par les partenaires de liaison appropri.es aux 
fins de Finvention mime un epitope conformationnel du PSA. 

Un exemple d'anticorps capable de reconnaitre 1' epitope mime par la sequence 
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SEQ ID N° 1 approprie aux fins de F invention est l'anlicorps 5D3D11, tel que decrit dans 
Michel S., et aL, 1999, Clinical Chemistry, 45(5) : 638-650. L'utiHsation de cet anticorps 
particulier dans le precede de Finvention est inatfcendue en ce sens que cet article indique que 
cet anticoips est capable d'inhiber F activite enzymatique du PSA et done la fixation d' ACT, en 
5 d'autres tertnes qu'il n'est capable que de se lier a une forme libre active du PSA « ouverte »♦ 
Dans le cas present la Demanderesse a aussi montre qu'il etait capable de se lier & la forme 
libre activable, e'est-a-dire « fermee », 

Les conjugues constitues du partenaire de liaison capable de se lier specifiquement 
au PSA libre activable et de la forme libre activable du PSA sont nouveaux et constituent 
10 egalement un objet de Finvention. 

Selon un mode de realisation ledit partenaire de liaison capable de se lier 
specifiquement au PSA libre activable du conjugue de Finvention est un partenaire de liaison 
capable de reconnaitre F epitope mime par la sequence SEQ ID N°l. 

La deuxieme etape du precede de diagnostic de Finvention consist© a mettte en 
15 evidence la capture de ladite forme libre activable de PSA par ledit partenaire de liaison 
capable de se lier specifiquement au PSA libre activable. 

Cette etape peut etre mise en ceuvre directement en detectant la liaison entre ledit 
partenaire de liaison et ladite forme libre activable de PSA, ou bien apres elution de ladite forme 
libre activable de PSA immunocapturee par ledit partenaire de liaison. La forme libre activable 
20 du PSA immunocapturee par ledit partenaire de liaison, puis eluee sera appelee dans la suite 
PSA libre activable immunopurifie, 

L'61ution de la forme libre activable de PSA immunocapturee par ledit partenaire 
de liaison capable de se lier specifiquement au PSA libre activable peut Stre mise en oeuvre par 
tout precede d' elution connu de Fhomme du metier, tel qu'un choc de pH. De preference, on 
25 utilise un choc acide, par exemple en utilisant un tampon glycine 0 ? 1M pH 2,8, 

La detection de la capture de ladite forme libre activable de PSA, qu'elle soit 
immunopurifiee ou non, peut etre realisee par tout moyen de detection connu dans le domaine 
des immunodosages, tel que la detection directs et la detection indirecte. 

Dans le cas de la detection indirecte, c'est-a-diie par Fintermediaire d'un 
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partenaire de detection, on utilise un partenaire de detection capable de se lier a la forme libre 
activable du PSA. Ce partenaire de detection se lie sur un epitope different de celui utilise par 
ledit partenaire de liaison utilise dans l'etape i) lorsque le PSA libre activable n'est pas 
immunopurifie. A titre de partenaire de detection approprie a cette fin, on peut citer les 
5 anticorps tels que les anticorps anti-PSA total, ce qui constitue un mode de realisation de 
l'invention. 

Des exemples de tels anticorps anti-PSA capables de reconnaitre un epitope 
different de celui utilise par ledit partenaire de liaison utilise dans l'etape i) sont decrits dans 
1'article de Michel S., et al (1999, supra). 
10 Ces partenaires de detection peuvent etre prealablement marques. 

Par marquage, on entend la fixation d'un marqueur capable de generer directement 
ou indirectement un signal detectable. Une liste non limitative de ces marqueurs consiste en : 

• les enzymes qui produisent un signal detectable par exemple par colorimetrie, fluorescence, 
luminescence, comme la peroxydase de raifort, la phosphatase alcaline, Tacetylcholine 

15 esterase, la {5-galactosidase, la glucose-6-phosphate deshydrogenase, 

• les chromophores comme les composes luminescents, colorants, 

• les molecules radioactives comme le 32 P, le 35 S ou le 125 I 5 

• les molecules fluorescentes telles que la fluoresceine, la rhodomine, l'alexa ou les 
phycocyanines, et 

20 • les particules telles que les particules en or, en latex magnetique, les liposomes. 

Des systemes indirects de marquage peuvent etre aussi utilises, comme par 
exemple par l'inteimediaire d'un autre couple ligand/anti-ligand. Les couples ligand/anti- ligand 
sont bien connus de l'homme du metier, et on peut citer par exemple les couples suivants : 
biotine/streptavidine, haptene/anticorps, antigene/anticorps, peptide/anticorps, sucre/lectine, 

25 polynucleotide/complementaire du polynucleotide. Dans oe cas, c'est le ligand qui est lie au 
partenaire de liaison. L'anti- ligand peut etre detectable directement par les marqueurs decrits au 
paragraphe precedent ou etre lui-meme detectable par un ligand/anti-ligand. 

Ces systemes indirects peuvent conduire, dans certaines conditions, a une 
amplification du signal. Cette technique d' amplification du signal est bien connue de Thomme du 
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metier, et Von pourra se reporter aux demandes de brevet anterieures FR98/10084 ou 
WO95/08000 de la Demanderesse ou a r article J. Histochem. Cytochern., (1997), 45 : 481- 
491. 

La detection directe de la capture de la forme libre activable par ledit partenaire de 
5 liaison, c' est- a- dire sans l'intermediaire d'un partenaire de detection, pent etre mise en oeuvre 
par exemple par resonance plasmon ou par voltametrie cyclique sur une electrode portant un 
polymere conducteur. 

La detection directe peut egalement etre mise en oeuvre en utilisant la propriete 
particuliere d'activite enzymatique des formes actives du PSA. Dans ce cas, il conviendra de 
10 proceder a 1' activation de la forme libre activable du PSA, le cas echeant apres son 
immunopmification. En effet, 1' activation de cette forme libre activable permet de liberer le site 
de liaison au substrat enzymatique, lequel pourra ensuite etre mis a reagir avec un substrat 
enzymatique. Ainsi, la detection est mise en oeuvre par determination de l'activite enzymatique 
de la forme libre du PSA immunopurifiee et activee, ce qui constitue un mode de realisation 
15 particulier de 1' invention. 

Des exemples de substrats enzymatiques qui conviennent aux fins de 1' invention 
comprennent tous les substrats revelateurs de l'activite protease de type chymotrypsique 
largement connus de l'homme du metier. De tels substrats sont disponibles par exemple chez 
Enzyme System Products. lis sont composes d'une sequence peptidique reconnue et clivee par 
20 le PSA, cette sequence etant couplee a un groupement chromophore ou fluorophore. 

L' activation de la forme libre activable du PSA peut etre mise en oeuvre par au 
moins Tune des methodes suivantes : 

- mise en contact de ladite forme activable avec un milieu de forte concentration saline, d'au 
moins 0,15M, de preference d'au moins 1M, de preference encore d'au plus 2M, 
25 - liaison du PSA libre activable immunopurifie a un anticorps capable d'augmenter l'activite 
enzymatique du PSA, 

ces deux methodes pouvant etre mises en oeuvre separement, simultanement ou successivement, 
selon n'importe quel ordre. 

A titre de milieu de forte concentration saline, on peut titer les milieux contenant du 
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NaCl 1,5M et a litre d'anticorps capable d'augmenter Factivite enzymatique du PSA, on peut 
citer Fanticorps 8G8F5 (bioMerieux, France). 

Du fait de la propriete particuliere de ces anticorps capables d'augmenter Factivite 
enzymatique du PSA, leur utilisation dans le precede de F invention permet d'ameliorer la 
5 sensibilite dudit procede. 

Ainsi, selon un mode de realisation, le procede de F invention est caracterise en ce 
qu'il utilise, outre le partenaire de liaison capable de se lier specifiquement au PSA libre 
activable, un anticorps capable d'augmenter Factivite enzymatique du PSA, et notamment 
Fanticorps 8G8F5. 

10 Get anticorps capable d'augmenter Factivite enzymatique du PSA peut etre utilise a 

titre de partenaire de capture dans un dosage de type ELISA lorsque le partenaire de liaison 
capable de se lier specifiquement au PSA libre activable est utilise pour immunopurifier le PSA 
libre activable. II peut egalement etre utilise en tant que partenaire de detection, notamment 
lorsque le partenaire de liaison capable de se lier specifiquement au PSA libre activable est 

15 utilise comme partenaire de capture. 

Les conjugues constitues du partenaire de liaison capable de se lier specifiquement 
au PSA libre activable, tel qu'un partenaire de liaison capable de reconnaitre F epitope mime par 
la sequence SEQ ID N°l, et de la forme libre activable du PSA, laquelle est activee, sont 
egalement nouveaux et constituent un mode de realisation pailiculier de F invention. 

20 Dans le procede de 1'invention, les partenaires de liaison capables de se lier 

specifiquement au PSA libre activable, se liant specifiquement au PSA libre activable, peuvent 
etre utilises tels quels ou bien notamment sous forme fixes sur un support solide et/ou lies a un 
marqueur. 

La fixation de ces partenaires de liaison sur un support solide est bien connue. Le 
25 support peut etre realise avec tout materiau solide, biologique ou synthelique, doue de 
proprietes adsorbantes ou capables de fixer un agent de couplage. Des materiaux sont connus 
et decrits dans la litterature. Parmi les materiaux solides capables de fixer ces partenaires de 
liaison par adsorption, on citera par exemple le polystyrene, le polypropylene, les latex, etc. 
Parmi les materiaux permettant de fixer ces partenaires de liaison par oovalence a Taide d'un 
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agent de couplage, on peut citer notamment le dextrane, la cellulose, etc. Le support peut se 
presenter par exemple sous forme de disques, de tubes, de billes, de cones ou de plaques, en 
particulier de plaques de microtitrage. 

La liaison des partenaires de liaison a un marqueur permettra egalement d'obtenir 
5 une detection directe, comme decrit precedemment Ce marqueur est tel que decrit 
precedemment 

Lorsque le partenaire de liaison n'est pas lie a un support ou lorsque le PSA libre 
activable est irrmunopurifie, le precede de 1' invention peut egalement mettre en ceuvre un 
partenaire de capture. Dans le premier cas, ce partenaire de capture est capable de se lier a un 
10 epitope different de celui reconnu par le partenaire de liaison capable de se lier specifiquement 
au PSA libre activable. 

Des exemples de partenaire de capture comprennent les anticorps anti-PSA, tels 
que decrits precedemment 

Dans la mesure ou on utilise dans le precede de F invention a la fois un partenaire 
15 de capture et a la fois un partenaire de detection pour doser le PSA libre activable, ces 
partenaires se Kent a des epitopes differents, eux-memes etant differents de 1' epitope reconnu 
par le partenaire de liaison capable se lier specifiquement au PSA libre activable lorsque le PSA 
libre activable n'a pas ete immunopuiifie. 

Les precedes mettant en oeuvre les differents partenaires de la forme activable de 
20 PSA pour la mise en evidence de la capture de la forme libre activable du PSA par ledit 
partenaire de liaison sont largement connus de Fhomme du metier. A litre d' exemple, on peut 
citer les methodes de type sandwich telle que la methode ELISA, et les methodes de dosage 
par competition. 

L'etape iii) du precede de F invention consiste a calculer le rapport entre la quantite 
25 de forme libre activable de PSA detectee dans Fetape ii) et la quantite d'une forme de PSA 
autre que ladite forme activable de F invention, presente dans un echantiUon de meme nature 
preleve chez le meme sujet 

Par l'expression "echantillon de meme nature preleve chez le meme sujet", on 
entend soit deux fractions d'un meme prelevement, soit deux echantillons issus de deux 
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prelevements differents mais qui doivent etre de meme nature, par exemple des echantillons 
seriques. 

Les formes autres que la forme libre activable du PSA sont notamment le PSA 
complexe, le PSA total, le PSA libre total, le PSA libre zymogene, le PSA libre denature, le 
5 PSA libre clive et leurs associations, c'est-a-dire l'ensemble des formes actives ou inactives, 
libres ou complexees, du PSA. 

Le dosage de chacune de ces differentes formes notamment a l'aide danticorps 
specifiques, est connu. 

Le PSA complexe est dose par exemple a l'aide danticorps decrits dans la 
10 demande de brevet WO98/22509. 

Le PSA total est dose par exemple a 1' aide danticorps decrits par H. Nagasaki et 
al. (1999), Clin. Chem. 45 : 4486-496. 

D'autres anticorps capables de se lier a differentes fomies du PSA libre, dont le 
PSA libre total, sont commercialises par Chugai (Japon), BiosPacific (Emeryville, CA) et 
15 Euromedex US Biological (Swampscott, MA). 

La quantification est effectuee de fa?on connue a partir des precedes de mise en 
evidence de la detection de reactions immunologiques tels que decrits ci-dessus (sandwich, 
etc.), par exemple en determinant la quantite de marqueur lorsqu'on utilise le marquage. 

Bien entendu, lorsque les quantites mesurees sont destinees a etre comparees, il 
20 convient que ces valeurs soient comparables. En dautres termes, il convient que les valeurs 
mesurees soient rapportees a une meme dilution ou concentration eventuelle de Techantillon ainsi 
qu'a tin meme volume. 

Les differents rapports qui peuvent etre calcules dans l'etape iii) du precede de 
F invention peuvent etre choisis parmi les suivants : 
25 - quantite de PSA libre activable/quantite de PSA total, 

- quantite de PSA libre activable/quantite de PSA libre total, 
quantite de PSA libre activable/quantit6 de PSA complexe, 

- quantite de PSA libre activable/quantite de PSA libre clive, 

- quantite de PSA libre activable/quantite de PSA libre zymogene, 
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- quantite de PSA libre activable/quantite de PSA libre denature, 

- quantite de PSA libre activable/quantite de (PSA libre denature + PSA libre zyrnogene), 

- quantite de PSA libre activable/quantite de (PSA libre denature + PSA libre clive), 

- quantite de PSA libre activable/quantite de PSA libre inactif (zyrnogene, denature et clive) 
5 - les inverses de ces rapports, ou 

- des combinaisons de ces rapports, 

les rapports preferes etant relatifs a la quantite de PSA libre activable sur la 
quantite de (PSA libre denature + PSA libre clive) ou la quantite de PSA libre activable sur la 
quantite de PSA libre inactif. 
10 Selon mi mode de realisation particulier de l'invention, la forme de PSA autre que 

la forme libre activable utilisee pour calculer le rapport dans l'etape (iii) du precede de 
l'invention est la forme de PSA libre denature + la forme de PSA libre clive ou la forme de PSA 
libre inactif. 

La mise en oeuvre de ce calcul se fait bien evidernment comme suit : 
15 - on evalue la quantite de PSA libre activable dans un echantDlon biologique preleve chez un 
sujet, en utilisant le partenaire de liaison capable de se lier specifiquement au PSA libre 
activable, comme decrit precedemment, 

- on evalue Tune des quantities choisies parmi la quantite de PSA total, la quantite de PSA libre 
total, la quantite de PSA complexe, la quantite de PSA libre zyrnogene, la quantite de PSA libre 

20 clive, la quantite de PSA libre denature, la quantite de PSA libre denature + PSA libre clive, la 
quantite de PSA libre denature -h PSA libre zyrnogene et la quantite de PSA libre inactif, ou 
leurs associations, sur un echantillon de meme nature preleve chez le meme sujet, et 

- on determine ledit rapport ou ledit rapport inverse, ou ladite combinaison de rapports. 

L'etape iv) du procede de Finvention consiste a determiner si les patients sont 
25 affectes par un adenocarcinome de la prostate ou par une pathologie benigne de la prostate en 
comparant la valeur du rapport determine dans l'etape iii) a une valeur-seuil predeterminee, 
choisie selon le type de rapport utilise et representative de la limite de detection de chaque 
pathologie. 

On sait que, de fagon generate, les resultats des tests immunologiques dependent 
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en grande pailie des caracteristiques de specificite et d'affinite des anticorps utilises, et que ces 
caracteristiques influent sur les valeurs mesurees avec ces anticorps. On congoit done qu'il n'est 
pas possible de dormer des valeurs- seuils precises et que des valeurs- seuils adaptees a chaque 
anticorps utilise peuvent etre determinees dans chaque cas par de simples experiences de 
5 routine. 

II faut bien comprendre que Ton appelle ici valeur-seuil soit une valeur discrete, soit 
un intervalle de valeurs correspondant a une zone d'indetermination. Bien evidemment, lorsque 
la valeur mesuree est incluse dans Tintervalle d'indetermination, ou est tres proche de la valeur- 
seuil dans le cas d'une valeur discrete, on ne peut pas conclure definitivement et il convient de 
10 conduire des investigations supplementaires. 

Bien entendu, quand on a determine une valeur-seuil pour un type de rapport 
donne, on peut en deduire des valeurs- seuils correspondant a d'autres types de rapports. 

Dans le cas ou on considere un rapport PSA libre activable/(PSA libre denature + 
PSA libre clive) ou un rapport PSA libre activable/PSA libre inactif, on diagnostiquera un 
15 adenocarcinome de la prostate pour les patients ayant un rapport superieur a la valeur-seuil 
obtenue a partir dudit rapport, et on diagnostiquera une BPH ou autre pathologie prostatique 
non cancereuse (« patients normaux ») pour les patients ayant un rapport inferieur a cette 
valeur-seuil. 

D'une fagon generate, lorsque la quantite de PSA libre activable se trouvera au 
20 numerateur du rapport calcule, on diagnostiquera un adenocarcinome de la prostate pour les 
patients ayant un rapport superieur a la valeur-seuil obtenue a partir dudit rapport, et on 
diagnostiquera une BPH ou autre pathologie prostatique non cancereuse (« patients normaux ») 
pour les patients ayant un rapport inferieur a cette valeur-seuil. En revanche, lorsque la quantite 
de PSA libre activable se trouvera au denominateur du rapport calcule, on diagnostiquera un 
25 adenocarcinome de la prostate pour les patients ayant un rapport inferieur a la valeur-seuil 
obtenue a partir dudit rapport, et on diagnostiquera une BPH ou autre pathologie prostatique 
non cancereuse (« patients normaux ») pour les patients ayant un rapport superieur a cette 
valeur-seuil. 

Pour mettre en oeuvre le procede de 1' invention, 1' invention a egalement pour objet 
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uii kit de diagnostic permettant de diagnostiquer un adenocarcinome de la prostate ou une 
pathologie benigne de la prostate, ledit kit comprenant : 

- un partenaire de liaison capable de se lier specifiquement au PSA libre activable, de 
preference un parfcenaire de liaison capable de reconnaitre F epitope mime par la sequence SEQ 

5 ID N°l, de preference encore un anticorps ou un fragment d'anticorps, et, 

- des moyens pour doser les formes de PSA autres que la forme libre activable, de preference 
des anticorps ou fragments d'anticorps. 

De tels moyens utilisables dans ledit kit sont tels que dedrits precedemment pour le 
dosage de la forme de PSA que Ton souhaite quantifier. 
10 Le procede de l'invention pent egalement etre mis en oeuvre en utilisant un 

parfcenaire de liaison capable de se lier au PSA libre activable de maniere non specifique. 

De tels partenaires peuvent etre des partenaires capables de se lier avec le PSA 
total, dont notamment le PSA libre activable. A titre d'exemple de tels partenaires, on peut citer 
les anticorps, les fragments d'anticorps et les mimotopes, ainsi que tout autre parfcenaire connu 
15 de l'homme du metier pour avoir cette capacite, comme decrit precedemment, et notamment 
F anticorps 11E5C6 (Michel et al., 1999, supra), dont Fepitope conformationel implique la 
region C-terminale du PSA (Michel S et al., 2001, J. MoL Recognit, 14 : 406-413). 

Ce partenaire de liaison capable de se lier au PSA libre activable de maniere non 
specifique peut etre utilise dans le procede de l'invention comme decrit precedemment avec le 
20 partenaire de liaison capable de se lier specifiquement au PSA libre activable, a savoir comme 
partenaire de capture ou bien pour immunopurifier le PSA libre. 

Toutefois, dans ce mode de realisation particulier, la detection de la forme libre 
activable du PSA doit etre mise en oeuvre en utilisant la propriete particuliere d'activite 
enzymatique des formes actives du PSA. Dans ce cas, il conviendra de proc6der a F activation 
25 de la forme libre activable du PSA. En effet, Factivation de cette forme libre activable permet 
de liberer le site de liaison au substrat enzymatique, lequel pourra ensuite etre mis a reagir avec 
un substrat enzymatique tel que decrit precedemment. Ainsi, la detection est mise en oeuvre par 
determination de Factivite enzymatique de la forme libre du PSA activee. 

Ainsi, selon ce mode de realisation, l'invention concerne un procede de diagnostic 
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d'une pathologie benigne de la prostate ou d'un adenocarcinome de la prostate selon la 
revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend les etapes consistent a : 

i) mettre en contact un partenaire de liaison capable de se lier au PSA libre 
activable de maniere non specifique, avec un echantillon biologique issu d'un patient suspecte 
5 d'etre atteint d'une pathologie benigne de la prostate ou d'un adenocarcinome de la prostate, 

i) mettre en evidence la capture de la forme libre activable du PSA par ledit 
partenaire de liaison par determination de Factivite enzymatique de la forme libre du PSA 
activee, apres activation de la forme libre activable du PSA, 

Hi) calculer le rapport entre la quantite de forme libre activable de PSA detectee 
10 dans Fetape ii) et la quantite d'une forme de PSA autre que la forme libre activable, presents 
dans un echantillon de meme nature preleve chez le meme sujet, et 

iv) determiner si les patients sont affectes par un adenocarcinome de la prostate ou 
par une pathologie benigne de la prostate en comparant la valeur du rapport determine dans 
Fetape iii) a une valeur- seuil predeterminee, choisie selon le type de rapport utilise et 
15 representative de la limite de detection de chaque pathologie. 

L' activation de la forme libre activable du PSA peut etre mise en oeuvre par au 
moins l'une des methodes suivantes : 

- mise en contact de ladite forme activable avec un milieu de forte concentration saline, d'au 
moins 0,15M, de preference d'au moins 1M, de preference encore d'au plus 2M, comme 

20 decrit precedemment, 

- liaison du PSA libre activable a un anticorps capable d'augmenter Factivite enzymatique du 
PSA, et notamment F anticorps 8G8F5, 

ces deux methodes pouvant etre mises en oeuvre separement, simultanement ou 
successivement, selon n'importe quel ordre. 
25 Du fait de la propriete particuliere de ces anticorps capables d'augmenter Factivite 

enzymatique du PSA, leur utilisation dans le procede de Finvention peixnet d'ameliorer la 
sensibilite dudit procede, ce qui constitue un mode de realisation prefere. 

Ainsi, selon ce mode de realisation, le procede de Finvention est caracterise en ce 
qu'il utilise, outre le partenaire de liaison capable de se her au PSA libre activable de maniere 
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non specifique, un anticorps capable d'augmenter l'activite enzymatique du PSA, et notamment 
F anticorps 8G8F5. 

Get anticorps capable d'augmenter l'activite enzymatique du PSA peut etre utilise a 
ce titre, dans un dosage, comme partenaire de capture du PSA libre activable precedemment 
5 irnmunopurifie de maniere specifique ou non specifique a partir d'echantillons biologiques. Le 
PSA libre ainsi active apres sa capture par 1' anticorps sera detecte par son aclivite enzymatique 
qui sera mesuree par Fintermediaire d'une cinetique d'hydrolyse d'un substrat fluorescent. La 
pente de la cinetique ssra exprimee en unite de fluorescence. La correspondance en quantites 
de PSA sera obtenue grace a une courbe etalon etablie avec des quantites de PSA actif. entre 
10 A 1' exception de ce qui precede, fes etapes i) a iv) de ce mode de realisation 

particulier sont telles que decrites precedemment 

La presente invention sera mieux comprise a Faide des exemples suivants donnes 
uiriquement a titre illustratif et non limitatif, ainsi qu'a l'aide des figures 1 a 6 annexees, sur 
lesquelles : 

15 - la figure 1 montre la photographie de 3 gels d'electrophorese bidimensionnelle obtenue a 
partir de 0,5 |Lig de PSA issu du surnageant de culture des cellules LNCaP irnmunopurifie avec 
les anticorps 5D3D11 (photographie A), 6C8D8 (photographie B) et 11E5C6 (photographie 
C), 

- la figure 2 represente un graphe de standardisation dormant la fluorescence en fonction de la 
20 concentration en PSA obtenu en utihsant du PSA seminal precedemment irnmunopurifie avec 

r anticorps 5D3D11 et dose en PSA total, 

- la figure 3 est une representation graphique dormant les valeurs des rapports PSA 
activable/(PSA libre clive + PSA libre denature) obtenues avec le procede de l'invention pour 
des serum de patients atteints de cancer de la prostate et traites par radiotherapie (RT), par 

25 homionotherapie (HT) ou par prostatectomie (PR), de patients atteints de cancer mais dont on 
ne connait pas le traitement (autres), de patients atteints d'hyperplasies benignes (BPH) et de 
patients normaux (PN) (partie A du graphe), ainsi que les valeurs des rapports PSA libre/PSA 
total obtenu selon un procede de Fail anterieur (partie B du graphe) avec ces memes serums, 

- la figure 4 est une representation graphique dormant les valeurs des rapports PSA 
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activable/(PSA libre clive + PSA libre denature) obtenues avec le procede de l'invention dans 
les serums ayant un rapport PSA libre/PSA total compris entre 0,15 et 0,25, les serums etant 
issus de patients atteints de cancer de la prostate et traites par radiotherapie (RT), par 
hormonotherapie (HT) ou par prostatectomie (PR), de patients atteints de cancer mais dont on 
5 ne connait pas le traitement (autres), de patients atteints d'hyperplasies benignes (BPH) et de 
patients normaux (PN), 

- la figure 5 est une representation graphique dormant les valeurs des rapports PSA 
activable/(PSA libre clive 4- PSA libre denature) pour les serums de patients atteints de cancer 
de la prostate et de patients atteints d'hyperplasies benignes (BPH), dont le taux de PSA total 

10 est inf&rieur a 2,5 ngfail, et 

- la figure 6 est une representation graphique dormant les valeurs des rapports PSA 
activable/(PSA libre clive + PSA libre denature) pour les serums de patients atteints de cancer 
de la prostate et de patients atteints d'hyperplasies benignes (BPH), obtenues avec 1" antic orps 
5D5A5 ou l'anticorps 1 1E5C6 comme anticorps de detection du PSA activable. 

15 

Exemple 1 : Detection de la forme libre activable du PSA a partir de surnageants de 
LNCaP 

1.1 Preparation des surnageants de LNCaP 

On a fait synthetiser du PSA par la lignee cellulaire LNCaP selon la technique 
20 decrite dans les articles "LNCaP Produces both putative zymogen and inactive, free form of 
prostate specific antigen" R Corey et al., 1998, Prostate 35:135-143, "Androgen- Sensitive 
human prostate cancer cell, LNCaP, Produce both N-terniinally mature and tuncated prostate 
specific antigen isoform" A. Herrala et al., 1997, Eur. J. Biochem. 255:329-335, "Production of 
miligram concentration of free prostate specific antigen (fPSA) from LNCaP cell culture : 
25 Difference between fPSA from LNCaP cell and seminal plasma." J. T. Wu et al., 1998, J. Clin. 
Lab. Anal. 12: 6-13. 

Le PSA ainsi produit par la lignee cellulaire LNCaP est compose de PSA libre. De 
plus, comme la culture de la lignee est realisee en presence de serum de veau foetal, qui contient 
de TACT, une proportion de complexe PSA- ACT est ainsi egalement presente. 
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1.2 Liaison des formes libres du PSA du sumageant par des anticorps de liaison 
On a utilise soit l'anticorps 5D3D11, qui est un partenaire de liaison reconnaissant 

1' epitope mime par la sequence SEQ ID N°l, soit l'anticorps 6D8C8 qui est un partenaire de 
liaison ne reconnaissant pas cet epitope (Michel S., et al. 5 1999, supra). 

5 On a precede a la liaison comme suit : 

Les anticorps 5D3D11 ou 6C8D8 ont ete fixes sur un support resine de sepharose 
activee au CNBr (Pharmacia) selon le protocole classique fourni par le fabricant, bien connu de 
Thomme de metier. Le rapport de couplage utilise etait 5 mg d' anticorps pour 1 ml de resine 
gonfl.ee. 1 ml de resine ayant fixe 5 mg d' anticorps a ete mis en contact avec 200 ml d'un pool 

10 de surnageants cellulaires de LNCaP contenant environ 500 jag de PSA total dose a Faide de 
l'appareil de detection Vidas (kit PSA total, bioMerieux, France). Apres 2 passages sur la 
colonne d'affinite, la fraction contenant le PSA non fixe a ete conservee (nommee Fl), et le 
PSA fixe par les anticorps a ete elue avec un tampon glycine 0,1 M pH 2,8 neutralise ensuite a 
pH 7,2 avec du Tris 2 M pH 8. On a ainsi obtenu les formes libres du PSA immunopurifiees 

15 soit par l'anticorps 5D3D1 1, soit Fanticorps 6C8D8. 

1.3 Dosage des formes libres de PSA du surnageant apres immunopmification par 
les anticorps 5D3D11 et 6C8D8 

1.3.1. Analyse par electrophorese bidimensionnelle 

Le PSA contenu dans les differentes fractions issues de rimmunopurification a ete 

20 analyse par electrophorese bidimensionnelle et Western- Blot 

Lors de la separation selon la premiere dimension, les proteines migrent en fonction 
de leur point isoelectrique (pi) par isoelectrofocalisation (DBF) sur un gradient de pH immobilise 
sur des bandelettes de depot Qtaimobiline Dry- strip pH 3-10, 18 cm, non lineaire, Pharmacia) 
en conditions denaturantes et reductrices. 0,5 iig de PSA ont ete ajoutes a 10 jliI d'une solution 

25 contenant 10% de SDS et 2,3% de DTT (dithio- 1 ? 4-threitol), et le melange a ete chauffe 5 min 
a 96°C Puis 1' echantillon a ete complete a 500 jllI avec la solution de rehydration (uree 8,3 M, 
thio-uree 2 M, CHAPS 4% (3- [(3-cholamidoprapyl)dimethylammonio]-l -propane sulfonate), 
DTT 100 mM, Servalyt 4-9 2%, Orange G 1 mg/ml), et mis en contact avec les bandelettes 
dans un tube a essai en verre de 20 cm de longueur. L' ensemble a ensuite ete recouvert d'huile 
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de paraffine, et incube toute la nuit La separation a ete effectuee sous une tension augmentant 
de fa?on lineaire de 100 a 3500 V en 8 h, et une etape de focalisation a 6000 V a ete realisee 
pendant 80 a 100 kVh. 

Les proteines ayant focalise a leur point isoelectrique ont ensuite ete separees dans 
5 une deuxieme dimension en fonction de leur taille grace a une electrophorese SDS-PAGE, sur 
un grand gel homogene a 12% d'acxylamide a 40 mA par gel, pendant 5-6 h, selon la technique 
classique d 5 electrophorese de proteines. 

Les gels obtenus apres separation selon la seconde dimension ont ete transferes sur 
membrane de PVDF (polyvinylidene trifluorure ; Mllipore) en tampon C APS/methanol (acide 

10 3-[cyclohexilamino]-l-propanesulfonique) 5 pendant 1 nuit sous un courant de 1 A, en 
maintenant la temperature a 15 °C Les membranes ont ete saturees pendant 1 nuit a 4°C en 
TBS (Tris Buffer Saline, Tris 15 mM pH 8, NaCl 140 mM) contenant 0,05% de Tween 20 et 
5% de lait deshydrate ecreme. L'anticorps anti-PSA 13C9E9, precedernment identifie pour 
detecter toutes les formes de PSA (Chanier IP., et al„ 2001, Electrophoresis, 22, 1861- 

15 1866), a ete dilue dans la solution de saturation a 10 |ag/ml, et a ete ajoute aux membranes. 
Apres une incubation d'lha 37°C, les membranes ont ete lavees trois fois (5 min) avec une 
solution de saturation, et mises en contact avec le conjugue anticorps anti-souris couple a la 
peroxydase (Jackson ImmunoResearch, West Grove, Etats Unis d'Amerique), dilue au l/5000 e 
dans la solution de saturation. Elles ont ensuite ete incubees 1 h a temperature ambiante, lavees 

20 trois fois en solution de saturation. L'immunoreactivite a ete detectee en utilisant un substrat 
chemiluminescent (Pierce), en incubant les membranes dans le Fluor S, et en faisant une 
acquisition de l'image (entre 1 min. et 1 h selon rechantillon). Les images obtenues ont ensuite 
ete traitees a l'aide du logiciel Multi- Analyst (Biorad). 

Les photographies de ces gels sont reproduces sur la figure 1 ou la photographie A 

25 con*espond a Tutihsation de 1* anticorps 5D3D1 1, la photographie B correspond a F utilisation de 
l'anticorps 6C8D8 et la photographie C correspond a l'anticorps 11E5C6 (Michel S. et al., 
1999, supra) qui est un anticorps anti-PSA total utilise a title comparatif. 

Cette figure montre que, par comparaison au PSA immunopuiifie avec l'anticorps 
anti-PSA total 11E5C6, le PSA immunopurifie par l'anticorps 5D3D11 comporte tres peu de 
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formes clivees ou tronquees. En revanche, ces formes sont presentes en proportion beaucoup 
plus importante dans le PSA immunopurifie avec 1' anticorps 6C8D8. 

1.33 Caracterisation des formes zymogenes et mature du PSA immunopurifie par 
sequencage N- terminal du PSA 

5 5 a 8 jug de PSA cellulaire immunopurifie par les anticorps 5D3D11 ou 6C8D8 ont 

ete soumis a une separation sur gel SDS-PAGE en conditions reduites et transferes sur 
membrane de polyvinylidene difluoride (PVDF) selon les techniques bien connues de l'liomme 
du metier. Les bandes de PSA ont etc colorees avec une solution de Rouge Ponceau S a 
0,25% dans du TCA 3% (acide trichloroacetique), et la bande correspondant au PSA mature 

10 (environ 30 kDa) a ete decoupee et soumise a une degradation d'Edman sur un sequenceur de 
proteines Procise 292A (Applied Biosystems). 

Les resultats obtenus ont montre que le PSA immunopurifie par 1' anticorps 
5D3D11 ne contenait que la forme mature (TVGG...), tandis que le PSA immunopurifie par 
V anticorps 6C8D8 contenait la forme mature, ainsi que le proPSA(-7) et le proPSA(-5). 

15 13.4 Mesure de Tactivite enzymatique du PSA cellulaire immunopurifie 

Les puits d'une plaque ELISA Nunc Maxisorp noire (compatible avec une 
detection en fluorescence) ont ete coates 2 heures a 37°C avec 100 |il d'une solution de 
streptavidine a 10 jag/ml en tampon carbonate pH 9,6 et bloques pendant 2 heures a 37°C avec 
du TBS (Tris-HCl 50 mM pH 7.5, NaCl 0.15 M) contenant 2 mg/ml de BSA (Bovine Serum 

20 Albumine) Apres 3 lavages des puits en TBS-Tween 0,05%, 100 jlxI d' anticorps anti-PSA total 
biotinyle dilue a 10 (Li^ml en TBS -BSA ont ete introduits. L'anticoips anti-PSA total peut etre 
soit Tanticorps 11E5C6 qui ne modifie pas 1'activite enzymatique du PSA (Michel S. et al., 
1999, supra), soit 1' anticorps 8G8F5 (bioMerieux, France). 

Apres 2 heures d'incubation a 37°C, les puits ont ete laves avec du TBS-Tween 

25 0,05%, et le PSA immunopurifie par les anticorps 5D3D11 ou 6C8D8, dilue en TBS-BSA a 
2,5 jug/ml a ete introduit et incube toute la nuit a 4°C. Les puits ont ete ensuite laves a nouveau 
en TBS-Tween 0,05% et incubes 15 min. soit avec le TBS-BSA decrit ci-dessus (contenant 
0,15 M de NaCl), soit avec du TBS-BSA dont la concentration en NaCl a ete montee a 1,5 
M. Les puits ont ensuite ete vides et mis en contact avec 100 jlxI du substrat fluorescent Mu- 
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HSSKLQ-AFC (Enzyme System Products, filiate d'ICN) dilue a 300 |iM en TBS-BSA 
contenant soit 0,15 M, soit 1,5 M de NaCl. La cinetique enzymalique a ete suivie a 37°C 
pendant 2 heures (excitation 390 run, emission 510 nm ; 1 mesure / minute) avec le lecteur 
Fluoroskan (Thermolabs Systems). L 9 activite enzymatique du PSA correspond a la pente de la 
5 courbe obtenue. 



Les resultats sont indiques dans le tableau 1 ci-aprks : 
Tableau 1 





Capture par 11E5C6 biotinyle 


Capture par 8G8F5 biotinyle 


NaCl 0,15 M 


NaCl 1,5 M 


NaCl 0,15 M 


NaCl 1,5 M 


Surnageant LNCaP 


Non detectable 


Non detectable 


Non detectable 


Non detectable 


PSA cell, immunopurifie 
par5D3Dll 


17,1 


51,8 


79,9 


153,1 


PSA cell, immunopurifie 
par 6C8D8 


Non detectable 


Non detectable 


Non detectable 


7,0 



L'activite enzymatique est exprimee en unites de fluorescence x 1000 / minute. 



Ce tableau montre que le PSA immunopurifie par Fanticorps 5D3D11 possede une 
10 activite enzymatique detectable. Cette activite est augmentee en presence de NaCl 1,5 M. La 
capture du PSA par Fanticorps 8G8F5 augmente aussi F activite enzymatique du PSA. 

Le PSA immunopurifie par Fanticorps 6C8D8, quant a lui, n'a qu'une activite 
residuelle detectable en presence de NaCl 1,5 M et de Fanticorps 8G8F5, montrant que cette 
forme de PSA immunopurifiee n'est pas activable. 
15 Get exemple met en evidence que, parmi les formes libres actives du PSA dans les 

cellules LNCaP, on trouve la forme libre activable qui est detectable selon le precede de 
Finvention. 

Exemple 2 : Detection de la forme libre activable du PSA a partir de serum de patients 
20 ayant un adenocarcinome de la prostate 

Le pool de serum utilise est compose de 30 serums de patients ayant un cancer de 
la prostate. Concentration de ce pool en PSA : PSA total : 71 ng/ml ; PSA libre : 12 ng/ml, 
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determinee a l'aide de l'appareil Vidas. 

2.1. Immunopurification de serum 

On utilise la resine decrite dans le paragraphs 1.2 comme support solide ayant fixe 
les anticorps 5D3D11 et 6C8D8. 50 jliI de ces resines sont mises en contact avec 1 ml du pool 
5 de serum decrit ci-dessus pendant toute une nuit a 4°C sous agitation. Puis les tubes sont 
centrifuges, la fraction contenant le PSA non fixe a etc conservee, la resine a ete lavee 3 fois 
avec du PBS-Tween 0,5% (les fractions de lavages sont regroupees et conservees), puis le 
PSA fixe par les anticorps 5D3D11 ou 6C8D8 a ete elue pendant 5 min avec 200 |id de Glycine 
0,1 M PH 2,2 contenant 1 rng/ml de BSA, et neutralise a pH 7,2 avec du Tris 2 M pH 8. 
10 2,1, Mesure de T activate enzymatique du PSA immunopurifie a partir de serum 

Les puits d'une plaque ELISA Nunc Maxisorp noire (compatible avec une 
detection en fluorescence) ont ete « coates » 2 heures a 37°C avec 100 (j.1 d'une solution de 
streptavidine a 10 jug/ml en tampon carbonate pH 9,6 et bloques pendant 2 heures a 37°C avec 
du TBS (Tris-HCl 50 mM pH 7.5, NaCl 0.15 M) contenant 2 mg/ml de BSA (Bovine Serum 
15 Albumine). Apres 3 lavages des puits en TBS-Tween 0,05%, 100 jul d' anticorps anti-PSA total 
biotinyle dilue a 10 |ug/ml en TBS-BSA ont ete introduits. L' anticorps anti-PSA total peut etre : 
o soit 1' anticorps 1 1E5C6, qui ne modifie pas l'activite enzymatique du PSA, 
o soit P anticorps 8G8F5 qui augmente Factivite enzymatique du PSA capte. 
Apres 2 heures d'incubation a 37°C, les puits ont ete laves avec du TBS-Tween 
20 0,05%, et 100 fil du PSA immunopurifie a partir de serum par les anticorps 5D3D11 ou 
6C8D8 ont ete introduits et incubes toute la nuit a 4°C. Les puits ont ensuite ete laves a 
nouveau en TBS-Tween 0,05% et incubes 15 min avec du TBS-BSA 2 mg/ml dont la 
concentration en NaCl a ete montee a 1,5 M. Les puits ont ensuite ete vides et mis en contact 
avec 100 jml du substrat fluorescent Mu-KGISSQY-AFC (Enzyme System Products, filiale 
25 d'ICN) dilue a 400 \±M en TBS-BSA contenant 1,5 M de NaCl. La cinetique enzymatique a 
ete suivie a 37°C pendant 2 heures (excitation 390 nm, emission 510 nm ; 1 mesure / minute) 
avec le lecteur Fluoroskan (Thermolabs Systems). L'activite enzymatique du PSA correspond a 
la pente de la courbe obtenue. 

Les resultats sont indiques dans le tableau 2 ci- apres : 
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Tableau 2 





NaCl 1,5 M 


llE5C6biotinyle 


8G8F5 biotinyle 


Pool de s6rum initial 


1,0* 


4,9* 


PSA s&ique immunopurifie par 5D3D11 


29,5 


62,9 


PSA serique immunopurifie par 6C8D8 


4,4 


11,5 



L' activite enzymatique est exprimee en unites de fluorescence x 1000 / minute. 

*L' activity mesuree directement a partir du serum (sans iininunopurification) est 
sous-estimee, car le PSA active se complexe immediatement avec 1' ACT serique. 
5 Ce tableau montre que Ton est capable de mesurer une activite enzymatique sur du 

PSA immunopurifie a partir de serum : le serum contient done du PSA libre activable. 

On constate toujours bien une difference significative d' activite entre le PSA 
immunopurifie par l'anticorps 5D3D11 et celui immunopurifie par 1 ? anticorps 6C8D8, montrant 
que l'anticorps 5D3D11 reconnait specifiquement le PSA libre activable. 

10 

Exemple 3 : Utilisation de l'anticorps 5D3D11 dans un test diagnostiaue pour la 
discrimination entre une BPH et radenocarcinome de la prostate 

Pour le dosage, on a utilise Fappareil Vidas, adapte pour inclure les reactifs de 
dosage appropries, mais utilise selon les instructions du fournisseur (bioMerieux, France). 
15 3.1 Dosage du PSA activable dans des serums de patients 

L'anticorps 5D3D11 est utilise comme anticorps de capture dans un test de type 
sandwich. Le PSA capte est detecte par l'anticorps anti-PSA total 5D5A5 couple a la 
phosphatase alcaline. Le protocole est tel que decrit precedemment 

La standardisation du test a ete effectuee selon les recommandations du fournisseur 
20 en utilisant du PSA seminal immunopurifie par 1' anticorps 5D3D11 et dose en PSA total. La 
limite de detection du test est 0,05 ng/ml de PSA actional. La courbe de standardisation dans le 
domaine de concentration de 0 a 1,5 ng/ml est representee sur la figure 2. Cette courbe, qui est 
proche d'une droite, met en evidence que le dosage avec un partenaire de liaison reconnaissant 
T epitope mime par la sequence SEQ ID N°l permet de detecter du PSA libre activable avec 
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une bonne sensibilite. 

3.2 Dosage du (PSA libre clive + PSA libre denature) dans des serums de patients 
On a repete le mode operatoire decrit precedemment, a ceci pres qu'on a utilise 

r anticorps anti-PSA libre 6C8D8 comme anticorps de capture pour la capture dans le serum 
5 des formes de PSA libre inactif, ainsi que 1' anticorps anti-PSA total 11E5C6 couple a la 
phosphatase alcaline comme anticorps de detection, lequel reconnait dans le cas present les 
formes de PSA libre clive et libre denature. 

3.3 Utilisation du rapport PSA activable/(PSA libre clive + PSA libre denature) 
pour une meilleure discrimination entre un cancer de la prostate et une BPH 

10 Une etude retrospective a et6 effectuee avec 177 serums de patients contenant du 

PSA. Ces serums correspondent a : 

- 89 cancers de la prostate bien identifies avec les taux de PSA totaux, les grades des tumeurs, 
les scores de Gleason et des informations eventuelles sur les traitements (radiotherapie, 
homionotherapie, prostatectomie ou inconnu) effeetues ulterieurement, 

15 - 65 hyperplasias benignes, 

- 23 prostates normales (ayant des taux de PSA > a 2,5ng/ml mais des biopsies negatives). 

Sur ces serums, on a calcule le rapport PSA libre activable/(PSA libre denature + 
PSA libre cliv6) obtenu a l'aide des dosages precedents et on a reproduit ces valeurs sur le 
graphe de la figure 3, partie A. 

20 Ainsi que le montre la partie A de la figure 3, en utilisant un seuil de 0,66 pour des 

serums ayant un taux de PSA total compris entre 2,5 et 10 ng/rnl, le rapport PSA 
activable/(PSA libre clive + PSA libre denature) permet de caracteriser 22/33 cancers (67%), 
19/19 prostates normales (100%) et 27/28 BPH (96%). 

A titre de comparaison, on a calcule le rapport PSA libre sur PSA total a Taide de 

25 deux kits Vidas (Kit PSA total et Kit PSA libre, bioMerieux, France) selon les 
recommandations du fournisseur. Les resultats sont reproduits sur la partie B du graphe de la 
figure 3. Cette partie B montre qu'il existe une zone d' incertitude pour des valeurs de 0,15 a 
0,25. 

3.4 Sensibilite du precede de rinvention 
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3.4.1 Pour les serums inclus dans les zones d'incertitude des precedes de Tart 

anterieur 

Les valeurs des rapports PSA libre activable/(PSA libre denature + PSA libre 
clive) obtenues selon le procede de Tinvention pour les 28 serums de la zone d ? incertitude 
5 obtenue avec le procede de Tart anterieur ont ete reproduces sur la figure 4. 

Cette figure met en Evidence que, pour les serums dont le rapport PSA libre/PSA 
total est compris entre 0,15 et 0,25, serums dans lesquels les procedes connus ne pennettent 
pas de discriminer un cancer d'une BPH, le rapport PSA activable/(PSA libre clive + PSA libre 
denature) permet de caract&iser 13/15 cancers (80%), 7/7 BPH (100%) et 6/6 prostates 
10 normales (100%). 

3.4.2 Pour les serums avant un taux de PSA inferieur a Z5ng/ml 

On a selectionne les 20 serums de patients atteints de cancer (11) ou de BPH (9) 
ayant un taux de PSA inferieur a 2,5 ng/ml et on a reproduit les valeurs des rapports PSA libre 
activable/(PSA libre denature + PSA libre clive) sur la figure 5. 
15 Cette figure met en evidence que la discrimination entre un cancer de la prostate et 

une BPH en utilisant le rapport PSA activable/(PSA libre denature + PSA libre clive) reste aussi 
valable pour des serums ayant un taux de PSA inferieur a 2,5 ng/ml. 

3.5 Modification de r anticorps de detection 

On a repete le mode operatoire ci-dessus avec 8 serums, 5 serums de patients 
20 atteints de cancer de la prostate et 3 serums de patients atteints de BPH, a ceci pres qu'on a 
utilise l'anticorps 11E5C6 (Michel S., et aL, 1999, supra) comme anticorps de detection. 

Les resultats sont indiques sur la figure 6 sur laquelle les valeurs des rapports PSA 
libre activable/(PSA libre denature + PSA ibre clive) en utilisant l'anticorps 5D5A5 comme 
anticorps de detection du PSA activable sont reproduites dans la partie A de la courbe, et les 
25 valeurs des rapports PSA libre activable/(PSA libre denature 4- PSA libre clive) obtenues avec 
les memes serums mais avec F anticorps 11E5C6 comme anticorps de detection sont 
reproduites dans la partie B. 

Cette figure met en evidence qu'il exists bien une valeur-seuil quel que soit 
l'anticorps de detection utilise et que la valeur-seuil depend de P anticorps utilise en detection. 
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Exemple 4 : Detection de la forme libre activable du PSA a partir d'un partenaire de 
liaison capable de se Her de maniere non specifique au PSA libre activable dans un 
echantillon biologique 

5 1. Ecliantillons utilises 

On a utilise neuf serums individuels possedant des concentrations en PSA total 
variant de 157 a 3,8 ng/ml et provenant du CHU de Liege, soit de l'hopital des Armees, 
Desgenettes, situe a Lyon. 

2. Ixnmunopurification du PSA a Faide de Fanticorps 11E5C6 
10 2.i. Couplage de Vanticorps avec des billes 

On a introduit dans des tubes 10 s billes prealablement sensibilisees a la 
streptavidine (Dynabeads® M-280 Streptavidin, Dynal), soit 150 \i\ de solution de billes, eton 
les a lavees 3 fois avec 500 |nl de tampon phosphate 0,1 M pH 7,4, NaCl 0,15 M, BSA 0,1% 
additionne de Tween 20 0,5% (tampon D + T 0,5%). Chaque lavage a ete effectue a 
15 temperature ambiante pendant 5 min. sur la roue afin que la solution reste homogene. 

Les 10 8 billes ont ete couplees avec 500 jlxI d'anticorps 11E5C6 (bioMerieux, 
Marcy, France) a 20 |ag/ml, soit 10 \ig d'anticorps, en tampon D + T 0,05% a temperature 
ambiante, pendant 30 min sur la roue. Apres le couplage, 5 jul de biotine a 10 mM ont ete 
ajoutes aux 500 jul de solution d'anticorps et incubes 30 tnin. a temperature ambiante sur la 
20 roue. 

Pour elirniner Texcedent de biotine et d'anticorps, les billes ont ensuite ete lavees 5 
fois avec 500 |id de tampon D+T 0,5% sur la roue pendant 5 min a temperature ambiante. 
2.2. Fixation du PSA 

1 ml d'echantillon contenant le PSA (soit du PSA seminal dilue utilise comme 
25 temoin, soit du serum) a ete introduit dans les tubes contenant les 10 s billes et a ete incube 
pendant 1 nuit a 4°C. 

Apres cette periode d'incubation, le PSA non fixe a ete recupere et dose afin de 
determiner la quantite de PSA residuelle. 

Trois lavages ont ensuite ete effectues, afin de decrocher les prolines fixees de 
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faeon non specifique, avec 500 ul de tampon D ayaat une concentration en Tween 20 de 0,5%. 
2.3. Elution 

Le PSA a ete elue pendant 5 min. a temperature ambiante avec 100 ul de Tris- 
glycine 0,2 M pH 2,2 addition^ de BSA a 1 mg/ml. Le pH acide entraine la rupture de la 
5 liaison PSA- Ac. L'eluat recupere a ete neutralise avec 1 1 ul de Tris 0,1 M pH 9,6 afin d'eviter 
la degradation de la proteine par l'acidite de la solution et de preserver son activite 
enzymatique. 

3. Dosage des echannllons en PSA libre et PSA total 

On a effectue ce dosage en utilisant l'appareil VTDAS (bioMerieux, Marcy, 
10 France), en utilisant les kits de dosage mesurant le PSA total (IPSA) et le PSA libre (FPSA), 
selon les recommandations du fournisseur et selon le protocole suivant : Des anticorps 
specifiques diriges lespectivement contre le PSA total ou le PSA libre sont fixes sur les cones. 
Pour les deux tests, 1' anticorps de detection est 1' anticorps 11E5C6 coupl6 a la phophatase 
alcaline, qui catalyse la reaction d'hydrolyse du substrat en produit dont la fluorescence emise 
15 est mesuree a 450 nm. 

Chaque test necessite 200 ul d'echantillon qui sont deposes dans la barrette et les 
resultats sont disponibles en lh. Le test TPSA a une sensibilite de 0,07 ng/ml de PSA et peut 
detecter jusqu'a 100 ng/ml de PSA. Le test de FPSA a une sensibilite de 0,05 ng/ml et peut 
detecter jusqu'a 10 ng/ml de PSA. 
20 4. Mesure de 1' activite enzymatique du PSA 

4.1. Fixation des anticorps de capture 

Les puits d'une plaque ELISA ont ete coates avec 100 ul de streptavine diluee a 
10 ug/ml en tampon carbonate pH 9,6, et incubes 2 h a 37°C. Les puits ont ensuite 6te satur6s 
avec 250 ul de tampon Tris 50 mM + NaCl 0,15 M pH 7,5 (TBS) additionne de BSA a 2 
25 mg/ml (TBS + BSA), afin d'eviter les fixations non specifiques et done de limiter le bruit de 
fond. Apres 3 lavages en TBS contenant du Tween 20 a 0,05% (TBS + T 0,05%), 100 pi 
d' anticorps 8G8F5 (bioMerieux, Marcy, France) biotinyle a 10 ug/ml ont ensuite ete ajoutes et 
incubes 2 h a 37°C. Cette etape a ete suivie de 3 lavages en TBS + T 0,05%. 

4.2. Incubation du PSA 
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85 (ill de PSA dilue en TBS + BSA (PSA seminal ou serum immunopurifie) ont ete 
introduits dans les puits et incubes 1 nuit a 4°C Les puits ont ensuite ete laves 3 fois en TBS + 
T 0.05%, ce qui perniet d'eliminer le PSA non fixe. L'enzyme a ensuite ete incubee 15 min a 
37°C, avec 100 jlxI du substrat TBS + BSA additionne de NaCl a 1,5 JVL 
5 43. Revelation et dosage 

Le substrat KGISSQY-AFC a ete dilue dans du TBS + BSA additionne de NaCl 
a 1,5 M. 100 (J.1 de ce substrat dilue ont ensuite ete ajoutes dans les puits et incubes a 37°C La 
fluorescence emise a ete mesuree toutes les minutes pendant 2 h a 37°C, par Tappareil 
Fluoroskan (ThemioLabsystem). 
10 L'activite enzymatique de Tenzyme a ete determinee par le calcul de la pente de la 

cinetique et exprimee en unites de fluorescence* 1000/min. 

5. Resultats . 

Les resultats sont indiques dans le tableau 3 ci-dessous. 
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Tableau 3 



caract£risation des scrums 


mesure de Taclivit^ enzymatique du PSA 


r6f6rence 

des 
serums 


cone en 
PSA total 
(ng/ml) 


cone en 
PSA libre 
(ng/ml) 


rapport 
PSA libre / 
PSA total 


quantite* 
de PSA 
libre/puits 
(ng) 


activity 
enzymatique 

(unite" de 
fluorescence/ 
min. x 1000) 


erreur 


activite* spe*cifique 

(unite* de 
fluorescence/min. x 
1000/ ng dePSA 
libre) 


1 


152,6 


10,4 


non applicable 


8,12 


90 


0,1 


11,1 


2 


44,6 


5,5 


non applicable 


2,91 


8,5 


0,1 


2,9 


3 


20,5 


7,4 


non applicable 


6,28 


3,6 


0 


0,6 


4 


13,1 


3,3 


non applicable 


1,97 


4 


0,1 


2,1 


5 


11 


2,1 


non applicable 


1,76 


4 


0 


2,4 


6 


10,5 


2,4 


0,23 


1,32 


3,8 


0,1 


2,9 


7 


8,6 


2,6 


0,30 


1,6 


4,5 


0 


2,8 


8 


5 


2,1 


0,42 


1,22 


1,6 


0,1 


1,3 


9 


3,8 


0,4 


0,11 


0,25 


1,7 


0,1 


6,8 
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Parmi ces serums, les serums 1 et 9 proviennent de patients confirmes comme etant 
atteints du cancer de la prostate, ce qui est egalement confirme par le procede de l'invention. 
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REVENDICATIONS 

1. Precede de diagnostic in vitro d'une patliologie benigne de la prostate oud'un 
adenocarcinome de la prostate, caracterise en ce qu'il comprend l'etape de detection, dans un 
echantillon biologique issu d'un patient suspecte d'etre atteint d'une patliologie benigne de la 

5 prostate ou d'un adenocarcinome de la prostate, de la forme libre activable du PSA. 

2. Precede de diagnostic d'une patliologie benigne de la prostate ou d'un 
adenocarcinome de la prostate selon la revendication X caracterise en ce qu'il comprend les 
etapes consistent a : 

10 i) mettie en contact un partenaire de liaison capable de se lier specifiquement au PSA 

libre activable avec un echantillon biologique issu d'un patient suspecte d'etre atteint d'une 
patliologie benigne de la prostate ou d'un adenocarcinome de la prostate, 

ii) mettre en evidence la capture de la forme libre activable du PSA par ledit partenaire 
de liaison, 

15 iii) calculer le rapport entre la quantite de forme libre activable de PSA detectee dans 

l'etape ii) et la quantite d'une forme de PSA autre que la forme libre activable, presente dans un 

echantillon de meme nature preleve chez le meme sujet, et 

iv) determiner si les patients sont affectes par un adenocarcinome de la prostate ou par 

une pathologie benigne de la prostate en comparant la valeur du rapport determine dans l'etape 
20 iii) a une valeur- seuil predeterminee, choisie selon le type de rapport utilise et representative de 

la limite de detection de chaque pathologie. 

3. Procede de diagnostic d'une pathologie benigne de la prostate ou d'un 
adenocarcinome de la prostate selon la revendication 2, caracterise en ce que ledit partenaire 

25 de liaison utilise dans l'etape i) est capable de reconnaitre 1' epitope mime par la sequence SEQ 
IDN°L 

4. Procede de diagnostic d'une pathologie benigne de la prostate ou d'un 
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adenocarcinome de la prostate selon Tune des revendications 2 ou 3, caracterise en ce que ledit 
partenaire de liaison utilise dans Fetape i) est un anticorps ou un fragment d' anticorps. 

5. Precede de diagnostic d'une pathologie benigne de la prostate ou d'un 
5 adenocarcinome de la prostate selon Tune quelconque des revendications 2 a 4, caracterise en 
ce que la mise en evidence de la capture de la forme libre activable du PSA par ledit partenaire 
de liaison est mise en osuvre par detection indirecte par Fintermediaire d'un partenaire de 
detection, de preference par Futilisation d'un anticorps anti-PSA total. 

10 6. Procede de diagnostic d'une pathologic benigne de la prostate ou d'un 

adenocarcinome de la prostate selon Tune quelconque des revendications 2 a 4, caracterise en 
ce que la mise en evidence de la capture de la forme libre activable du PSA par ledit partenaire 
de liaison est mise en ceuvre par determination de Factivite enzymatique de la forme libre 
activable du PSA immunopurifiee et activee. 

15 

7. Procede de diagnostic d'une pathologie benigne de la prostate ou d'un 
adenocarcinome de la prostate selon Tune quelconque des revendications 2 a 6, caracterise en 
ce qu'il utilise, outre le partenaire de liaison capable de se lier specifiquement au PSA libre 
activable, un anticorps capable d'augmenter Factivite enzymatique du PSA 

20 

8. Procede de diagnostic d'une pathologie benigne de la prostate ou d'un 
adenocarcinome de la prostate selon Fune quelconque des revendications 2 a 7, caracterise en 
ce que la forme de PSA autre que la forme libre activable utilisee pour calculer le rapport est la 
forme libre inactive du PSA ou les formes libres clivees et denaturees du PSA. 

25 

9. Kit de diagnostic permettant de diagnostiquer un adenocarcinome de la prostate 
ou une pathologie benigne de la prostate, caracterise en ce qu'il comprend : 

- un partenaire de liaison capable de se lier specifiquement au PSA libre activable et 

- des moyens pour doser les formes de PSA autres que la forme libre activable. 
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10. Kit de diagnostic selon la revendication 9, caracterise en ce que ledit partenaire 
de liaison est capable de reconnaitre 1' epitope mime par la sequence SEQ ID N°l, de 
preference un anticorps ou un fragment d' anticorps. 

5 

11. Kit de diagnostic selon Tune des revendications 9 ou 10, caracterise en ce que 
lesdits moyens sont des anticorps ou fragments d' anticorps. 

12. Conjugue constitue d'un partenaire de liaison capable de se Her spedfiquement 
10 au PSA libre activable et de la forme libre activable du PSA. 

13. . Conjugue selon la revendication 12, caracterise en ce que ledit partenaire de 
liaison est capable de reconnaitre l'epitope mime par la sequence SEQ ID N°l. 

15 14. Conjugue selon Tune des revendications 12 ou 13, caracterise en ce que la 

forme libre activable du PSA est activee. 

15. Precede de diagnostic d'une pathologie benigne de la prostate ou d'un 
adenocarcinome de la prostate selon la revendication 1, caracterise en ce qu'il comprend les 
20 etapes consistent a : 

i) mettre en contact un partenaire de liaison capable de se lier au PSA libre activable 
de maniere non specifique, avec un echantillon biologique issu d'un patient suspecte d'etre 
atteint d'une pathologie benigne de la prostate ou d'un adenocarcinome de la prostate, 

fi) mettre en evidence la capture de la forme libre activable du PSA par ledit partenaire 
25 de liaison par determination de Factivite enzymatique de la forme libre du PSA activee, apres 
activation de la f omie libre activable du PSA, 

iii) calculer le rapport entre la quantite de forme libre activable de PSA detectee dans 
l'etape ii) et la quantite d'une forme de PSA autre que la forme libre activable, presente dans un 
echantillon de meme nature preleve chez le meme sujet, et 
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iv) determiner si les patients sont affectes par uti adenocarcinome de la prostate ou par 
une pathologic benigne de la prostate en comparant la valeur du rapport determine dans l'etape 
iii) a une valeur- seuil predeterminee, choisie selon le type de rapport utilise et representative de 
la limite de detection de chaque pathologie. 

16- Procede de diagnostic d'une pathologie benigne de la prostate ou d'un 
adenocarcinome de la prostate selon la revendication 15, caracterise en ce que F activation de 
la forme libre activable du PSA est mise en oeuvre par utilisation d'un anticorps capable 
d'augmenter l'activite enzymatique du PSA. 
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Figure 1 
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Figure 2 




Figure 3 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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Figure 4 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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Figure 5 
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Figure 6 



FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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SEQUENCE LISTING 

<110> bioMerieux 

<120> Precede de detection de la forme libre activable du PSA et son 
utilisation pour le diagnostic des pathologies benignes de la prostate et de 
1 1 adenocarcinome de la prostate 



<130> 


PSA Activable 


<160> 


1 


<170> 


Patentln version 3. 


<210> 


1 


<211> 


15 


<212> 


PRT 


<213> 


Artificial sequence 


<220> 




<223> 


epitope 


<400> 


1 



Asp Thr Pro Tyr Pro Trp Gly Trp Leu Leu Asp Glu Gly Tyr Asp 
15 10 15 



